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Angiogenese ist das Wachsen neuer Blutgefäße ausgehend von bereits bestehenden Gefäßen.
Dieser Prozess ist wichtig für das Wachstum von neuen Blutgefäßen während der embryona-
len Entwicklung und der Gewebereparatur. Das erfolgreiche Ablaufen dieses Prozesses hängt
von der Balance zwischen wachstumsfördernden Faktoren und wachstumshemmenden Fakto-
ren ab. Eine der einflussreichsten Regulatoren der Angiogenese ist der vaskuläre endotheliale
Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor) [15].
VEGF-A, oft nur VEGF genannt, wurde ursprünglich als ein homodimeres 34-42 kDa Pro-
tein beschrieben, das von Tumorzelllinien gebildet wurde und die Permeabilität von tumor-
assoziierten Blutgefäßen steigert. VEGF-A wurde deshalb ursprünglich vascular permeability
factor (VPF) genannt [52]. 1989 entdeckten Ferrara und Henzel einen neuen heparin-bindenden
Wachstumsfaktor für Endothelzellen in bovinen Hypophysenzellen, den sie VEGF nannten [10].
Dieses Protein war identisch zu dem zuvor charakterisierten VPF. VEGF ist ein Glycoprote-
in mit einem Gewicht von 45 kDa und besteht aus zwei identischen Peptidketten verbunden
durch Disulfidbrücken. Wie die meisten sezernierten Proteine, werden die VEGF-Monomere
im Rauen Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert, wo eine Signalsequenz von 26 Amino-
säuren abgespalten wird. Sie verbinden sich zuerst durch hydrophobe Wechselwirkungen und
werden durch kovalente Disulfidbrücken verbunden, um ein Dimer zu formen, welches von den
Zellen glykosyliert und sezerniert wird ohne es zu speichern [50].
1.2 VEGF-Familie
Die VEGF-Familie besteht aus VEGF-A (häufig nur VEGF genannt), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F und PlGF (placental growth factor)(Tabelle 1.1). Diese Glyco-
proteine gehören einer Superfamilie von Wachstumsfaktoren an, welche auch PDGF (platelet
1
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derived growth factor) beinhaltet. VEGF-A ist hauptsächlich für die Angiogenese verantwort-
lich, während VEGF-C und -D die Lymphangiogenese kontrollieren. VEGF vermittelt seine
Signale über stark bindende Tyrosinkinaserezeptoren (RTK) [39].
Tabelle 1.1: Überblick über die VEGF-Familie
VEGF-Mitglied Rezeptoren Funktionen
VEGF-A VEGFR-1, VEGFR-2 Angiogenese
VEGF-B VEGFR-1 nicht genau bekannt
VEGF-C VEGFR-2, VEGFR-3 Lymphangiogenese
VEGF-D VEGFR-2, VEGFR-3 Lymphangiogenese
VEGF-E VEGFR-2 Angiogenese
1.2.1 VEGF-A
VEGF-A ist das am besten charakterisierte und untersuchte Peptid der VEGF-Familie. Heute
sind neun Isoformen des humanen VEGF-A bekannt und untersucht, die eine Länge von 121
bis 206 Aminosäureresten in jeder Kette haben. Diese Formen entstehen nicht durch post-
translationales proteolytisches Prozessieren des Proteins, sondern durch alternatives Splicen
der mRNA-Vorläufer von einem einzigen VEGF-Gen. Das humane Gen ist auf dem Chro-
mosom 6p23.1 lokalisiert, welches 14 kb umfasst und 8 Exons enthält, wobei Exon 6 und 7
unterschiedlich während der Reifung der VEGF-mRNA auftreten können [50]. Die häufigsten
Isoformen bestehen aus 121, 145, 165, 189 und 206 Aminosäuren (deshalb lauten ihre Namen
auch VEGF121, VEGF145, etc). Die Genexpression des VEGF ist durch verschiedene Stimu-
li reguliert, wie zum Beispiel Hypoxie, Wachstumsfaktoren, Transformation, p53-Mutation,
Östrogen, TSH, Tumorpromoter und Stickstoffoxid (NO) [16,17].
1.2.2 VEGF-B
VEGF-B ist ein Heparin-bindender Wachstumsfaktor, lokalisiert auf dem Gen 11q13 [43],
welcher strukturell ähnlich dem VEGF-A und PLGF ist. Dieser Faktor ist in Geweben wie
dem Herzen, dem Skelettmuskel und dem Pankreas zu finden [41]. Durch alternatives Splicen
existieren zwei Isoformen des VEGF-B (VEGF-B167 und VEGF-B186) [56]. VEGF-B bindet
ausschließlich an VEGFR-1. Dieser Aktivierung des Rezeptors folgt ein schwacher mitoge-




1.2.3 VEGF-C und VEGF-D
VEGF-C und VEGF-D sind in Struktur und Funktion sehr ähnlich zueinander, deshalb wird
beiden Faktoren in dieser Arbeit besonders Beachtung geschenkt, weshalb deren Beschreibung
ausführlich zusammen geschieht.
VEGF-C wurde zum ersten Mal 1996 von Joukov et al. beschrieben und enthält eine Region,
die ca. 30 % Aminosäuregleichheit mit VEGF-A165 hat [21].
Der „Vascular Endothelial Growth Factor-D“ (VEGF-D) wurde zuerst in der Maus entdeckt
und als c-fos-induced growth factor (FIGF) beschrieben, welcher einen mitogenen Effekt auf
Fibroblasten hat [42]. Yamada et al. entdeckten kurze Zeit darauf diesen Faktor im Menschen,
den sie als VEGF-D bezeichneten, basierend auf seiner strukturellen Ähnlichkeit zur VEGF-
Familie der Wachstumfaktoren [66].
Vom strukturellen Standpunkt aus hängt VEGF-D (lokalisiert auf Gen 4q34 [43]) am nächsten
mit VEGF-C (lokalisiert auf Gen Xp22.31 [43]) zusammen. Tatsächlich zeigen die Ähnlichkei-
ten in der gesamten Struktur und der Rezeptorbindung an, dass VEGF-C und VEGF-D eine
Unterfamilie innerhalb der vaskulären Wachstumsfaktoren bilden. Die primären Translations-
produkte dieser beiden Wachstumfaktoren bestehen aus einer zentralen VEGF homology do-
main (VHD), welche den zentralen Cystinknoten umfassen, und aus einer N- und C-terminalen
Region, die nicht in anderen VEGF-Mitgliedern zu finden ist. Das VHD von VEGF-C und
VEGF-D teilen 61 % Aminosäuregleichheit miteinander und 30 % mit anderen Mitgliedern
der VEGF-Familie [2]. Die Verarbeitung von VEGF-C und -D–Propeptiden beginnt intrazel-
lulär und wird nach der Sekretion fortgesetzt (Abbildung 1.1). Die Proteine verbinden sich zu
antiparallelen Homodimeren, die durch zwei Schwefelbrücken verbunden sind, die anschließend
proteolytisch gespalten werden. Die C-terminale Region wird entweder spät auf dem extrazel-
lulären Weg entfernt oder schon kurz nach der Sekretion, wie die N-terminalen Propeptide [21].
In diese Spaltvorgänge sind viele Mediatoren involviert, wie zum Beispiel die Proteasen Furin,
PC5 und PC7, welche die Propeptide vom VEGF-C entfernen [55], aber auch Plasmin, wel-
ches VEGF-D bearbeitet [34]. Die proteolytische Trennung der VHDs kennzeichnet VEGF-C
und -D und unterscheidet sie dadurch vom Rest der VEGF-Familie. Diese VHD-Dimere sind
Liganden, die mit hoher Affinität an die Rezeptoren VEGFR-2 und VEGFR-3 binden [2]. Der
Grad der Veränderung des VEGF-C verändert auch die Rezeptorspezifität des Proteins: Die
späte voll-prozessierte Form bindet VEGFR-2 und VEGFR-3 mit hoher Affinität, während die
frühe unreife Form des VEGF-C ausschließlich VEGFR-3 bindet. Im Gegensatz dazu bindet
VEGF-D sowohl unprozessiert kurz nach der Sekretion nach extrazellulär als auch in prozes-
sierter Form VEGFR-2 und -3, wobei auch hier die Affinität zu den Rezeptoren mit der Reife
des Faktors steigt. Dieser Unterschied eröffnet die Möglichkeit, die Bindung an die Rezeptoren
und somit die Weiterleitung von Signalen über die verschiedenen Reifungsstufen der Proteine
zu steuern [58]. Das prozessierte murine VEGF-D dagegen aktivert ausschließlich den murinen
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Rezeptor VEGFR-3 und nicht VEGFR-2, gleicht dem humanen VEGF-D aber ansonsten zu
83 % [3].




VEGF-E ist ein weiteres Mitglied der VEGF-Familie, welches im Genom des Orf-Virus aus der
Gattung Parapox entdeckt wurde [29]. VEGF-E ist der Sammelbegriff für fünf Untergruppen
des Proteins. Alle Varianten binden und aktivieren VEGFR-2, nicht aber VEGFR-1 oder -3
[23,36,65].
1.2.5 VEGF-F
Erst kürzlich wurde ein neues Mitglied der VEGF-Familie, VEGF-F, im Schlangengift der
Viper entdeckt. Es besteht aus den VEGF-ählichen Proteinen Vammin und VR-1. Es bindet
ausschließlich an VEGFR-2 [59].
1.2.6 PlGF
PlGF (placenta growth factor) wurde 1991 von Maglione et al. in der menschlichen Plazenta
entdeckt [31]. PlGF wird zusätzlich zur Plazenta in Herz, Lunge, Schilddrüse und im Skelett-
muskel gebildet [48] und bindet aussschließlich an VEGFR-1 [46]. Alternatives Splicen ergibt
wiederum fünf verschiedene Isoformen (PlGF-1 bis PlGF-4) [5,30,67], auf die hier nicht weiter
eingegangen wird.
1.3 VEGF-Rezeptoren
Ursprünglich wurden VEGF-Bindungsstellen auf der Zelloberfläche von vaskulären Endothel-
zellen in vitro [63] und in vivo [18,19] gefunden. Anschließend wurde gezeigt, dass die VEGF-
Rezeptoren ebenfalls auf aus Knochenmark abgeleiteten Zellen wie Monozyten vorkommen [53].
Es sind drei Rezeptoren der VEGF-Familie bekannt(Abbildung 1.2).
1.3.1 VEGFR-1
VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase; Flt-1) besteht aus sieben extrazellulären Immunglobulin-
Domänen, einer transmembranen Region und einer intrazellulären Tyrosinkinaseregion [54].
VEGFR-1 ist ein 180 kDa Rezeptor für VEGF-A, VEGF-B und PlGF. Während der embryo-
nalen Entwicklung wird VEGFR-1 zuerst in Endothelzellen gebildet [49], außerdem im adulten
Stadium unter anderen in Osteoblasten, Monozyten/Makrophagen, hämatopoetischen Stamm-
zellen und Trophoblasten der Plazenta. VEGFR-1 ist ein negativer Regulator der Angiogenese
während der Entwicklung, spielt eine wichtige Rolle für die Angiogenese unter pathologischen
Voraussetzungen [11] und ist bei der Migration von Monozyten/Makrophagen eingebunden. Es
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der VEGF-Rezeptoren mit ihren Liganden.
VEGFR-1 und seine Liganden sind gelb, VEGFR-2 und seine Liganden blau
und VEGFR-3 und seine Liganden sind grün. Liganden, die in zwei Farben
coloriert sind, binden an mehrere Rezeptoren [6].
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existiert zusätlich noch eine durch alternatives Splicen hergestellte lösliche Form des VEGFR-1.
sVEGFR-1 (soluble VEGFR-1) hemmt die VEGF-A-Aktivität und wird in Zusammenhang mit
Tumoren und Ischämie beschrieben [22].
1.3.2 VEGFR-2
VEGFR-2 (KDR, human; Flk-1, murin) ist ein 200-230 kDa Rezeptor, der erstmals 1991
entdeckt wurde [61].Wie VEGFR-1 besteht er aus einer extrazellulären Region mit sieben
Ig-Domänen, einer transmembranen Domäne und einer Tyrosinkinaseregion aufgebaut aus un-
gefähr 70 Aminosäuren. VEGFR-2 bindet VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E und
wird sowohl in vaskulären Endothelzellen als auch in lymphozytären Endothelzellen gebildet.
Zusätzlich ist bekannt, dass VEGFR-2 in verschiedenen anderen Zelltypen wie zum Beispiel
Neuronen, Megakaryozyten und hämatopoetischen Stammzellen existiert [32]. VEGFR-2 ist
vermutlich der Hauptvermittler von vielen physiologischen und pathologischen Effekten von
VEGF-A auf Endothelzellen. Dieses schließt Proliferation, Überleben, Migration und Permea-
bilität mit ein. Die Bindung von VEGF an VEGR-2 führt zu einer Dimerisierung und Auto-
phosphorylierung des Rezeptors und startet eine intrazelluläre Signalkaskade. Beispielsweise
wird die Proliferation über die Erk-Signalkaskade (extracellular regulated kinase) aktiviert,
welche zur Gentranskription führt [60](Abbildung1.4).
Abbildung 1.3: Kristallstruktur des VEGF/VEGFR-Komplexes. Die zwei VEGF-Monomere
sind in blau und gelb dargestellt, die beiden Rezeptormoleküle in grün (Abbil-
dung aus [9]).
1.3.3 VEGFR-3
VEGFR-3 (Flt-4) ist ein 195 kDa Rezeptor, der aus zwei Teilen aufgebaut ist: Durch proteoly-
tische Spaltung in der fünften Ig-Schleife wird VEGFR-3 in einen 120 kDa und einen 75 kDa
7
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Teil getrennt, welche über eine Schwefelbrücke miteinander verbunden sind [28]. VEGFR-3
bindet VEGF-C und VEGF-D und es gibt zwei Splicevarianten im Menschen. Dieser Rezeptor
ist vorallem in vaskulären Tumoren verbreitet und kann als eine Art Marker der endothelia-
len Zelldifferenzierung angesehen werden [47]. Darüberhinaus wird VEGFR-3 mit kurzfristiger
Lymphangiogenese in der Wundheilung in Verbindung gebracht. VEGFR-2 und VEGFR-3
kooperieren bei der Lymphgefäßbildung. Folglich spielt VEGFR-3 eine große Rolle in der kar-
diovaskulären Entwicklung und Remodellierung des primären vaskulären Geflechts während
der Embryogenese, außerdem verstärkt es die Lymphangiogenese im Erwachsenenalter [45].
Die VEGFR-3-Signaltransduktion ist immernoch relativ unerforscht. Makinen et al. fanden
heraus, dass VEGFR-3 die Proliferation, Migration und das Überleben von lymphatischen
Endothelzellen induziert [37]. Die Signalstärke des VEGFR-3 wird direkt durch einen hetero-
dimeren Komplex mit VEGFR-2 beeinflusst [8].
Abbildung 1.4: Darstellung verschiedener VEGFR-2–Signalkaskaden nach Bindung der Wachs-
tumsfaktoren.
Abkürzungen: Akt/PKB, protein kinase B; CDC42, cell devision cycle; ERK, extracellular
regulated kinase; MEK, mitogen and extracellular kinase; p38MAPK, p38 mitogen-activated
protein kinase; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PKC, protein kinase C, PLC-훾, phospholipase
C-gamma; Raf, rapidly growing fibrosarcoma [43]
8
1.4 Die Rolle des VEGF während der Gehirnentwicklung
1.4 Die Rolle des VEGF während der
Gehirnentwicklung
Im Gehirn sind der Wachstumsfaktor VEGF-A und die Rezeptoren VEGFR-1 und -2 am
besten untersucht. VEGF-A wird von Neuronen und Astrozyten gebildet und induziert viel-
fältige Effekte in verschiedenen Zelltypen des Zentralen Nervensystems, z.B. in Microgliazel-
len, wo VEGF-A die Chemotaxis und die Proliferation induziert [4, 12, 51]. Es spielt sowohl
parakrin als auch autokrin eine Rolle in der Aufrechterhaltung der vaskulären Homöostase
und reagiert bei zellulärer Hypoxie mit einer erhöhten Expression und führt somit zu einer
heraufgesetzten Angiogenese [40]. Weiterhin wurde in kultivierten murinen Spinalganglien ge-
zeigt, dass im peripheren Nervensystems VEGF-A ein neurotropher Faktor ist, der den axo-
nalen Auswuchs stimuliert, das Zellüberleben erhöht und die Schwannzell-Proliferation stei-
gert [57].
Im Gegensatz zu VEGF-A ist erst wenig über das Auftreten und die Funktionen von VEGF-
C und VEGF-D und ihrem Rezeptor VEGFR-3 im Zentralen Nervensystem bekannt. Le
Bras et al. untersuchten 2006 die Rolle des VEGF-C für neurale Progenitorzellen im em-
bryonalen Gehirn und fanden heraus, dass es sowohl im Gehirn von Xenopus laevis-Embryos,
dem Glatten Krallenfrosch, als auch in Mausgehirnen exprimiert wird. Außerdem wurde ge-
zeigt, dass der VEGF-C-Rezeptor VEGFR-3 von neuralen Zellen im embryonalen Gehirn
gebildet wird. VEGF-C wird in situ in radialer Astroglia (GLAST+) und in Astrozyten-
Precursor-Zellen (GFAP+) produziert. Der Rezeptor VEGFR-3 findet sich an verschiedenen
Oligodendrozyten-Precursor-Zellen (A2B5+, Olig2+, PDGF훼+) und Nestin+-neuronalen Pre-
cursorzellen. Auch die Proliferation von neuralen Progenitorzellen wird durch die Anwesen-
heit von VEGF-C und VEGFR-3 geregelt und induziert. Dies wurde anhand des embryona-
len murinen Sehnerven untersucht, wobei ein Fehlen von VEGF-C eine verminderte Zahl an
Oligodendrozyten-Vorläuferzellen hervorrief [26]. Trotz fehlender lymphatischer Gefäße wer-





Die Effekte der Wachstumsfaktoren in Bezug auf das Gehirn während der embryologischen
Entwicklung sind bisher noch wenig erforscht. Vorallem den beiden erst kürzlich entdeckten
Faktoren VEGF-C und VEGF-D können bisher kaum eine Bedeutung im embryonalen Gehirn
zugeschrieben werden. Erst 2006 wurde entdeckt, dass VEGF-C und sein Rezeptor VEGFR-3
wichtige Faktoren für neurale Vorläuferzellen sind, die unter anderem deren Proliferation steu-
ern [26]. Über den Lymphangiogenesefaktor VEGF-D gibt es dagegen kaum Untersuchungen
in Bezug auf die verschiedenen Zellen des ZNS.
In dieser Arbeit werden folgende Fragestellungen behandelt:
1. Welche Zellen im murinen Gehirn exprimieren die Wachstumsfaktoren VEGF-C, VEGF-D
und deren Rezeptor VEGFR-3? Untersucht werden dabei unter anderem Neurone, Oli-
godendrozyten, Microgliazellen und A2B5+-Glial precursor cells. Zusätzlich wird in der
Arbeit ein Vergleich zu VEGF-A und den Rezeptoren VEGFR-1 und -2 hergestellt.
2. Werden diese Faktoren und Rezeptoren auch in verschiedenen Gewebeproben des muri-
nen Gehirns gebildet? Als Gehirnproben liegt Material des achten Embryonaltages und
des 18. postnatalen Tages vor, sowie Gewebe des adulten (3 Monate alten) Tieres.
3. Werden VEGF-C und VEGF-D, sowie VEGFR-3 durch verschieden Zytokine und Wachs-
tumsfaktoren reguliert? Dieses wird anhand von Zellen durchgeführt, die vorher u.a. mit
IFN훾, TNF훼, IL-1 oder VEGF-A stimuliert wurden.
4. Für funktionelle Studien muss ein Zellmodell gefunden werden, welches VEGF-C und
-D, sowie VEGFR-3 in hoher Anzahl exprimiert.
5. Was sind die Effekte der VEGF-C und -D-Expression? Welche Signalkaskaden folgt der
Bindung an ihren Rezeptor VEGFR-3?
6. Desweiteren wird die funktionelle Aktivität der Wachstumsfaktoren VEGF-C und -D in






2.1.1.1 Antikörper für die Immuncytochemie
Tabelle 2.1: Antikörper zum immuncytochemischen Nachweis von VEGF Rezeptor Typ 1
(VEGFR-1)
Primärantikörper Sekundärantikörper
Antikörper anti-Flt-1 (VEGFR-1) Alexa Fluor R⃝ 488 anti-Maus
Verdünnung 1:100 1:1000
Herkunft Kaninchen, polyklonal Ziege, polyklonal
Firma Santa Cruz, USA Invitrogen
Bestellnummer sc-316 A31619
Tabelle 2.2: Antikörper zum immuncytochemischen Nachweis von VEGF Rezeptor Typ 2
(VEGFR-2)
Primärantikörper Sekundärantikörper
Antikörper anti-mKdr (VEGFR-2) goat IgG Alexa Fluor R⃝ 555 anti-Ziege
Verdünnung 1:100 1:1000
Herkunft Ziege Esel, polyklonal
Firma R&D Systems Invitrogen
Bestellnummer AF644 A21432
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Tabelle 2.3: Antikörper zum immuncytochemischen Nachweis von VEGF Rezeptor Typ 3
(VEGFR-3)
Primärantikörper Sekundärantikörper
Antikörper anti-mFlt-4 (VEGFR-3) goat IgG Alexa Fluor R⃝ 555 anti-Ziege
Verdünnung 1:100 1:1000
Herkunft Ziege Esel, polyklonal
Firma R&D Systems Invitrogen
Bestellnummer AF743 A21432
2.1.1.2 Antikörper für den Western Blot
Tabelle 2.4: Antikörper zum Nachweis der Signalkaskade Akt im Western Blot
Primärantikörper Sekundärantikörper
Antikörper anti-pAkt(Ser473) anti-Kaninchen IgG HRP-conjugated
Spezifität Mensch, Maus, Ratte
Verdünnung 1:250 1:20.000
Herkunft Kaninchen, polyklonal Ziege, polyklonal
Firma Cell Signaling Technology DAKO
Bestellnummer #9271S P0260
Antikörper anti-Akt anti-Kaninchen IgG HRP-conjugated
Spezifität Mensch, Maus, Ratte
Verdünnung 1:500 1:20.000
Herkunft Kaninchen, polyklonal Ziege, polyklonal




Tabelle 2.5: Antikörper zum Nachweis der Signalkaskade Erk im Western Blot
Primärantikörper Sekundärantikörper
Antikörper anti-Erk (Thr202/Tyr204) anti-Kaninchen IgG HRP-conjugated
Spezifität Mensch, Maus, Ratte
Verdünnung 1:500 1:20.000
Herkunft Kaninchen, polyklonal Ziege, polyklonal
Firma Cell Signaling Technology DAKO
Bestellnummer #9101S P0260
Antikörper anti-Erk2 anti-Kaninchen IgG HRP-conjugated
Spezifität Mensch, Maus, Ratte
Verdünnung 1:500 1:20.000
Herkunft Maus, monoklonal Ziege, polyklonal
Firma Santa Cruz Biotechnology DAKO
Bestellnummer sc-1647 P0260
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Random Hexamer Primer Amersham Biosciences
















CyQUANT R⃝ Cell Proliferation Assay Kit C-7026 Molecular Probes
ECl AdvanceTMWestern Blotting Detection Kit Amersham Biosciences
TaqMan R⃝ Universal Master Mix PE Applied Biosystems
2.1.5 Geräte
Gerät Firma
ABI Prism R⃝-770 SDS Real-Time-PCR-Gerät PE Applied Biosystems





Mikroskop, invers CK2 Olympus
Mikroskop, konfokal, invers, Axiophot Zeiss
Schüttler Gerhard
Thermocycler T-Gradient Biometra
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus
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2.1.7 Medien, Lösungen und Puffer
2.1.7.1 Medien
Glial precursor cell-Medium (Standard-Nährmedium): DMEM mit 4500 mg/l Glucose, 4
mM L-Glutamin, 25 mM HEPES, ohne Pyruvat
∙ 515 ml DMEM
∙ 59,99 ml (10 %) FKS
∙ 5,99 ml (1 %) Penicillin/Streptomycin
∙ 17,96 ml (3 %) L-Glutamin
Stimulationsmedium, serumfrei: wie Standard-Nährmedium, ohne FKS, dafür 0,1 % BSA
Stimulationsmedium, 0,2 %FKS: wie Standard-Nährmedium, mit 0,2 %, statt 10 % FKS
2.1.7.2 Lösungen& Puffer
Zellkultur:
DNase-Lösung: 1mg DNase in 5 ml Aqua bidest., steril filtriert
PBS, pH 7,2-7,3:
∙ 8,0 g NaCl (136 mM)
∙ 0,2 g KCl (2,7 mM)
∙ 0,24 mg KH2HPO4 (1,8 mM)
∙ 1,44 g Na2HPO2⋅2 H2O (8 mM)
auf einen Liter mit destilliertem Wasser auffüllen, danach autoklavieren.
Proliferationsversuch:





∙ 50 mM Tris
∙ 100 mM NaCl
∙ 5 mM EDTA
∙ 1 % Triton-X-100
∙ 2 mM Vanadat
Probenpuffer:
∙ 0,23 g SDS
∙ 1,25 ml Gelpuffer I
∙ 1 ml Glycerin
∙ 20 mM DTT
∙ 7,25 ml Aqua dest.
Gelpuffer I, pH 8,8:
∙ 1,5 mM Tris/HCl
∙ 0,4 % SDS
Gelpuffer II, pH 6,9:
∙ 0,5 mM Tris/HCl
∙ 0,4 % SDS
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Elektrodenpuffer, pH 8,2–8,3:
∙ 12,16 g Tris
∙ 57,6 g Glycin
∙ 4 g SDS
∙ ad 4l Aqua dest.
Transferpuffer, pH 9:
∙ 25 mM Tris
∙ 192 mM Glycin
∙ 10 % Methanol
TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween), pH 7,5:
∙ 550 mM Tris
∙ 150 mM NaCl
∙ 1 mM EDTA




recombinant mouse VEGF-C RELIATech, Deutschland
recombinant mouse VEGF-C152푆 RELIATech, Braunschweig
recombinant rat VEGF-D R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
recombinant mouse VEGF-A165 PeproTech, Rocky Hills, NJ, USA
























PCR-Tubes 0,2 ml Sarstedt
Petrischalen 35 mm TPP
Petrischalen 35 mm Nunc




∙ murine Zellkulturen und Gewebeproben: C57B6 J mice (Charles River, Les Oncins, Frank-
reich)
∙ murine Gehirnproben: von E18, P6 und adulten (3 Monate alten) Mäusen
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∙ bEND Maus Endotheliomazellen, Neuro2a Maus Neuroblastomzellen und murine Schwan-
nomazellen: European Collection of Cell Cultures ECACC (Salisbury, UK)
∙ immortalisierte BV-2 murine Microgliazellen: Elisabetti Blasi (University of Perugia,
Italien)




Die Realtime-Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (Realtime-RT-PCR) beruht auf
der indirekten Quantifizierung der mRNA-Menge eines Gens. Die Ergebnisse dieser Methode
lassen eine quantitative Aussage über die Expression des zu untersuchenden Gens in stimu-
lierten oder unstimulierten Zellpopulationen oder Geweben zu. Um die ersten Schritte der
Realtime-RT-PCR durchführen zu können, muss vorher eine RNA-Isolierung aus den Zellen
bzw. Geweben stattfinden, damit diese mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in DNA,
sogenannter complementary DNA (cDNA) umgeschrieben werden kann. Die RNA-Isolierung
aus zuvor kultivierten Zellen wird mit der Trizol-Standardmethode erreicht, deren Schritte
sich in Phasentrennung, RNA-Präzipitation, Waschen, Trocknen und Rehydrierung untertei-
len. Nach der Bestimmung des RNA-Gehalts durch Photometrie kann die zuvor gewonnene
RNA in cDNA umgewandelt werden. Die Proben werden zuvor von eventuell enthaltenen
DNA-Rückständen durch eine DNase entfernt. Nach Gewinnung der cDNA kann mit der ei-
gentlichen Realtime-RT-PCR begonnen werden. Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion
beruht auf der enzymatischen Synthese bestimmter DNA-Sequenzen. Bei jeder PCR laufen
immer die folgenden drei Schritte ab:
∙ Denaturierung: Trennung der doppelsträngigen DNA
∙ Annealing: Anlagerung der komplementären Primer an ihre bestimmten Bindungsstel-
len an beide Stränge der DNA; der Primer dient als Startpunkt für eine DNA-Polymerase.
∙ Elongation: Die DNA-Polymerase kann durch Desoxynuklotide einen zu cDNA komple-
mentären Strang bilden.
Dieser Vorgang läuft wiederholt ab, so dass es zu einer exponentiellen Vermehrung der DNA
kommt. Bei der hier verwendeten Methode kommen die TaqMan R⃝-Sonden zum Einsatz.
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TaqMan R⃝-Sonden sind kurze DNA-Stücke, die am 5’-Ende einen fluoreszierenden Reporter-
farbstoff besitzen und am 3’-Ende einen Quencher. Quencher sind Farbstoffe, die die Fluo-
reszenz von Farbstoffen in ihrer Nähe inaktivieren. Wenn die PCR begonnen hat, können die
TaqMan R⃝-Polymerasen die TaqMan R⃝-Sonden bei der Verdoppelung der cDNA-Vorlage abbau-
en. Somit wird der Reporterfarbstoff frei und ist nicht mehr im Einflussbereich des Quenchers.
Daraufhin wird die Fluoreszenz ausgelöst und messbar. Da diese Fluoreszenz immer - also
während der kompletten PCR - detektierbar ist, nennt man diese Form der Polymeraseketten-
reaktion Realtime-RT-PCR, d.h. Echtzeit-PCR.
2.2.1.2 RNA-Isolierung durch die Trizolstandardmethode
Das Grundprinzip der RNA-Isolierung beruht auf Lyse der Zelle, der Inaktivierung der RNasen
und der Isolation der RNA daraus. Vor der RNA-Gewinnung aus den Zellen werden diese in
Kulturflaschen für zwei Tage kultiviert und anschließend zweimal eine Stunde mit serumfreien
Medium vorinkubiert. Die Stimulation erfolgt danach über 24 Stunden im Stimulationsmedium.
Anschließend folgen zwei Spülungen mit kaltem PBS und nach der Ernte mit jeweils 1 ml Trizol
pro Flasche werden die Zellen in sterile Reaktionsgefäße überführt.
Phasentrennung: Die Zelhomogenate werden 10 Minuten bei 12000xg und 4 ∘C zentrifugiert.
Der Überstand wird in ein neues Reaktionsgefäß pipettiert, das Pellet wird verworfen.
Den Überstand lässt man 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen, anschließend wird er
mit 200 휇l Chloroform überschichtet, 15 Sekunden von Hand geschüttelt und 15 Minuten
mit 12000xg bei 4 ∘C zentrifugiert.
RNA-Präzipitation: 600 휇l der oberen Phase (ca. 60% des ursprünglichen Trizol-Reagenz)
werden abpipettiert und in ein neues Gefäß überführt. Dazu werden 500 휇l Isopropanol
gegeben und durch 15 Sekunden langes Umschütteln vermischt. Nach 10minütiger Inku-
bation bei Raumtemperatur erfolgt wieder eine Zentrifugation bei 12000xg und 4 ∘C für
weitere 10 Minuten.
Waschen der RNA: Nach dem Zentrifugieren wird der Überstand verworfen und anschließend
das gelartige Sediment mit 1 ml 75 %igem Ethanol versetzt und kurz geschüttelt. Nach
erneuter Zentrifugation für 5 Minuten bei 7500xg und 4 ∘C wird wiederum der Überstand
verworfen, so dass nur noch ein Pellet zurückbleibt.
Trocknung und Rehydrierung der RNA: Das so eben gewonnene RNA-Pellet wird bei Raum-
temperatur 10 Minuten luftgetrocknet und danach in RNase freiem Wasser (je nach
Pelletgröße ca. 30 휇l) resuspendiert. Die RNA-Lösung wird dann noch einmal für 10
Minuten bei 58 ∘C inkubiert.
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Bestimmung des RNA-Gehalts: Bei einem Absorptionsspektrum von 240 bis 300 nm wird
der RNA-Gehalt gegen Wasser (bidestilliert) im Photometer gemessen. Die Verdünnung
beträgt 1:100 in bidestilliertem Wasser. Das Absorptionsmedium von RNA liegt bei
260 nm.
2.2.1.3 Reverse Transkription der RNA in cDNA
Für die Umschreibung der RNA in cDNA wird pro Probe jeweils immer 1 휇g mit jeweils
7 휇l Wasser (bidestilliert) eingesetzt. Zu dieser verdünnten RNA-Probe fügt man 1 휇l DNase-
Puffer (400 mM Tris-HCl, 100 mM MgSO2, 10 mM CaCl2, pH 8) und 1 휇l DNase (1 unit/휇l).
Jetzt werden die Proben für 15 Minuten bei 37 ∘C im Thermocycler inkubiert. Um die DNase-
Aktivität zu beenden, wird 1 휇l EDTA Stopp-Lösung (25 mM) hinzugegeben und für 10
Minuten bei 65 ∘C inkubiert. Anschließend werden die Proben kurz auf Eis gestellt, bevor der
Random-Hexamerprimer 0,2 휇g hinzugegeben wird. Nach erneuter Inkubation für 5 Minuten
bei 70 ∘C und der Abkühlung auf Eis, wird zu jeder Probe ein Mastermix, bestehend aus (je
Probe) 4 휇l 5xReaction Buffer (250 mM Tris-HCl, 259 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT,
pH 8), 2 휇l dNTP-Mix (10 mM) und 1 휇l Wasser gegeben. Nach fünfminütiger Inkubation
bei 25 ∘C wird zuletzt 1 휇l der Reversen Transkriptase zu jedem Ansatz pipettiert. Folgende
Inkubationsschritte werden nun noch im Thermocycler durchgeführt: 10 Minuten bei 25 ∘C,
60 Minuten bei 42 ∘C und 10 Minuten bei 70 ∘C. Jetzt können die entstandenen cDNA-Proben
bei −20 ∘C eingefroren werden.
2.2.1.4 Realtime-RT-PCR
Für die Durchführung der Polymerasekettenreaktion in Echtzeit werden von jeder cDNA-Probe
2 휇l in einer Verdünnung von 1:10 in die Vertiefungen der PCR-Platte gegeben. Es werden also
10 ng cDNA pro Probe eingesetzt. Darauffolgend wird pro Vertiefung 18 휇l des zuvor angesetz-
ten Mastermixes hinzupipettiert. Der Mastermix besteht aus 1 휇l TaqMan R⃝-Primer-Probes,
7 휇l Wasser und 10 휇l TaqMan R⃝-Universal PCR Master Mix. Anschließend wird die PCR-
Platte mit einer selbstklebenden Folie abgedeckt und in das Gerät ABI Prism R⃝ 7000 SDS
v1.1 gegeben. Die Platte wird zuerst zwei Minuten bei 50 ∘C inkubiert, bevor anschließend
die Aktivierung der Polymerasen für 10 Minuten bei 95 ∘C erfolgt. Danach werden die Proben
15 Sekunden lang bei 95 ∘C denaturiert. Schließlich folgt die Annealing-Phase bei 60 ∘C und
einer Minute, die 40 mal wiederholt wird.
2.2.1.5 Auswertung
Bei der Auswertung der Realtime-RT-PCR-Ergebnisse kann man auf zwei unterschiedliche
Methoden zurückgreifen: Die absolute und die relative Quantifizierung. In dieser Arbeit wird
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die relative Quantifizierung verwendet, so dass auch nur letztere beschrieben wird. Die rela-
tive Quantifizierung beruht auf dem Bezug der Genexpression eines Zielgens auf ein weite-
res nicht reguliertes sogenanntes „Housekeeping Gene“. In der RT-PCR wird nicht in DNA-
Produktmengen bzw. -konzentrationen gerechnet, sondern als Maß für die Quantifizierung der
Startmenge werden die sogenannten CT-Werte herangezogen. Der Paramter CT (threshold
cycle) ist definiert als die Anzahl der Zyklen, bei der, entsprechend der Akkumulation von
PCR- Produkten, die Veränderung der Fluoreszenzien eine festgelegte Schwelle überschreitet.
Im günstigsten Fall verdoppelt sich mit jedem Zyklus die DNA-Produktmenge und analog
dazu auch das Fluoreszenzsignal. Deswegen zeigt ein CT-Wert, der um eine Einheit geringer
ist, eine doppelte Menge an eingesetzter cDNA bzw. mRNA an. Bei der hier verwendeten
relativen Quantifizierung muss bei jeder Realtime-RT-PCR auch ein „Housekeeping-Gene“ ver-
wendet werden, um die Expression des zu untersuchenden Gens mit diesem zu normalisieren.
Dabei wird die Expression auf ein zweites, ubiquitär und homogen exprimiertes Gen bezogen.
In den Untersuchungen wird das Enzym GAPDH, ein Enzym der Glykolyse, verwendet. Die
Auswertung der durch die Software erhaltenden CT-Werte wird mit der sogenannten ΔΔCT-
Methode erreicht. Dabei wird im ersten Schritt für jede untersuchte Probe der CT-Wert des
Referenzgens vom CT-Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert:
Δ퐶푇 = CTProbe − CTGAPDH (2.1)
Da die ΔCT-Werte logarithmisch bestimmt werden, werden bei Stimulationsproben die ΔCT-
Werte auf die unstimulierten Kontrollproben normiert, um somit eine bessere Übersichtlichkeit
zu erlangen. Nach der bei Gleichung (Gl.2.1) erfolgten Normierung wird vom ΔCT-Wert der
Proben der ΔCT-Wert der Kontrolle abgezogen. So kommt man zum sog. „delta-delta-CT-
Berechnungsmodel“ [27]:
ΔΔ퐶푇 = Δ퐶푇(푆푡푖푚푢푙푎푡푖표푛) −Δ퐶푇(퐾표푛푡푟표푙푙푒) (2.2)
Der relative Expressionsunterschied 푟푒푙.퐸푥 einer Pobe zwischen der Stimulation und der Kon-
trolle, normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe, ergibt sich aus der
Formel:
푟푒푙.퐸푥 = 2−ΔΔ퐶푇 (2.3)
Dieses Berechnungsschema setzt eine Verdopplung der DNA-Menge in jedem Zyklus vor-
aus.
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und die Standardabweichung 푠푥 der Stichprobe zu
푠푥 =
√√√⎷ 1
푁 − 1 ⋅
푁∑
푖=1
(푥푖 − 푥)2 (2.5)
Um den richtigen Wert der Standardabweichung auch bei der Normierung auf die Kontrolle
zu erhalten, wird folgendes berechnet:
Relativer Fehler = 2푆푡푎푏푤 − 1 (2.6)
Die Standardabweichung ist in den Diagrammen als Fehlerbalken dargestellt. Für die Varianz-
analyse wurde der zweiseitige, heteroskedastische STUDENT t-Test angewendet, der mit dem
Programm Micosoft Office Excel 2007 berechnet wurde. Die Signifikanzen wurden wie folgt
festgelegt: *** p ≤ 0,001; ** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05.
2.2.2 Proliferationsassay
2.2.2.1 Überblick
Der Proliferationsassay bzw. -test ist ein Verfahren zur Messung der Dichte von Zellkulturen.
Es wird dafür das CyQUANT R⃝ Cell Proliferation Assay Kit (C-7026) verwendet, welches aus
drei Komponenten besteht:
∙ Komponente A: CyQUANT R⃝ GR Farbreagenz
∙ Komponente B: Zell-Lysis-Puffer
∙ Komponente C: 훾 DNA Standard
Die Basis des CyQUANT R⃝ Kits ist der grün fluoreszierende Farbstoff CyQUANT R⃝ GR, wel-
cher eine starke Fluoreszenzerhöhung zeigt, wenn er an zelluläre Nukleinsäuren bindet. Einge-
frorene Zellen werden durch Zugabe des Lysis-Puffers, der den Farbstoff enthält, gleichzeitig
aufgetaut und lysiert. Daraufhin kann sofort die Fluoreszenz photometrisch gemessen wer-
den.
2.2.2.2 Zellkultivierung
Die Zellen werden zwei Tage in Schälchen mit Medium 10 % FCS vorinkubiert , so dass sich
in jeder Schale die gleiche Zellanzahl befindet (100.000). Dann werden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit Medium 0,2 % FCS inkubiert. Einige Zellen wurden mit dem Inhibitor
U0126 gelöst in DMSO angesetzt. Nachdem das Stimulans (200 ng/ml) hinzugegeben wird,
werden die Zellen nochmal mit PBS gewaschen und eingefroren. Nach 24 Stunden kann dann




Nachdem die Zellen aufgetaut sind, wird jeweils zu jedem Schälchen 250 휇l verdünnter Lysis-
Puffer und 5 휇l verdünnte RNase (0,8 U/휇l) gegeben. 1ml Lysis-Puffer wird mit 19 ml bide-
stilliertes Wasser verdünnt (1:20); 20 휇l der RNase werden mit 180 휇l bidestilliertem Wasser
verdünnt (1:10). Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur werden
die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und mit der Pipette zusammen mit dem Puffer
aufgezogen, in sterile Caps überführt und anschließend vermischt. Jetzt werden wiederum 50
휇l von jeder Probe in neue sterile Caps pipettiert und dazu 200 휇l verdünnten Lysis-Puffer
gegeben. Außerdem wird der Standard aus 2 휇l 훾 DNA Standard und 198 휇l Wasser (bidestil-
liert) angesetzt. Davon werden jeweils 50 휇l in drei sterile Caps gefüllt. Ein Leerwert wird aus
50 휇l verdünntem Lysis-Puffer hergestellt. Nun wird zu jedem Cap 200 휇l verdünnter Lysis-
Puffer pipettiert und in einem neuen Gefäß verdünnter Puffer mit dem Farbreagenz angesetzt:
10 ml verdünnter Lysis-Puffer wird mit 100 휇l des CyQUANT R⃝ Farbreagenz versetzt. Von
dem verdünnten Farbreagenz können jetzt 250 휇l pro Probe, einschließlich des Leerwerts und
der Standards, hinzugegeben werden. Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur
kann mit der Messung begonnen werden.
2.2.2.4 Fluoreszenzmessung
Die Messung wird mit dem Gerät F-2000 Fluorescence Spectrophotometer durchgeführt. Vor-
her muss die Spannung auf 400 V, das Extinktionsmaximum auf 450 nm und das Emissionsma-
ximum auf 520 nm eingestellt werden. Zuerst werden der Leerwert und die Standards gemessen,
bevor anschließend die Proben gemessen werden können.
2.2.2.5 Auswertung
Für die Auswertung werden von den Mehrfachwerten die Mittelwerte (Gl.2.4) gebildet. Die
unstimulierte Kontrolle wird auf 100 % gesetzt, so dass die Messwerte der stimulierten Probe




Bei der Methode des Western Blots werden Proteine in einer vertikalen Elektrophoresekammer
nach ihrer Größe aufgetrennt und anschließend auf einer PVDF-Membran sichtbar gemacht.
Dieses Verfahren nennt man auch „Semi-dry-blotting“. Die Proteine werden durch hydrophobe
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Wechselwirkungen an die Transfermembran gebunden. Dabei bleibt das charakteristische Mus-
ter der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Nach dem Transfer der Proteine müssen
zuerst die freien Bindungsstellen der Membran blockiert werden. Dies geschieht mit Milch-
pulver, welches die unspezifische Bindung des Antikörpers an die geladene Membran verhin-
dert. Um die Proteine auf der Membran sichtbar zu machen, werden zwei Antikörper verwen-
det.
Zuerst bindet der Primärantiköper an die Epitope des gesuchten Proteins, anschließend wird
der Sekundärantikörper hinzugegeben, der gegen bestimmte Bereiche der Erstantiköper gerich-
tet ist und an diese bindet. Dieser Zweiantikörper ist mit dem Enzym HRP („Horse Radish
Peroxidase“), also einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Dieses Enzym setzt das im Western
Blot-Detection Kit befindliche Luminol um, welches in einen angeregten Zustand über geht.
Wenn Luminol in seinen Grundzustand zurückfällt, wird Licht emmitiert. Diese Chemilumi-
neszenz wird dann auf einem Film sichtbar gemacht.
In diesem Fall soll die Western Blot-Methode dazu dienen bestimmte Signaltransduktionskaska-
den zu untersuchen. Zum Beispiel wird eine Aktivierung von Signalkaskaden durch bestimmte
Stimulationen nachgewiesen.
2.2.3.2 Stimulation der Zellen
Die Zellen werden auf kleine Flaschen ausgesät und wachsen zwei Tage an. Danach werden
die Zellen dreimal mit Stimulationsmedium, serumfrei gespült und dann für zwei Stunden bei
37 ∘C äquilibriert. Es folgt die gewünsche Stimulation. Für die Zellgewinnung werden die Zellen
kurz mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen, das Medium gut abgezogen und mit 200 휇l
eiskaltem Lysispuffer überschichtet. Nachdem die Flaschen mit den Zellen für 10 Minuten auf
Eis gelegt wurden, kann der Zellrasen mit dem Zellschaber abgekratzt werden. Jetzt kann der
Proteingehalt bestimmt werden.
2.2.3.3 Proteinbestimmung
Die Proteinbestimmung wird mit dem Bio-Rad-Protein-Assay durchgeführt. Dies ist ein farb-
bindender Test basierend auf dem Farbwechsel des Farbstoffes in Bezug auf verschiedene Kon-
zentrationen der Proteine. Es werden 5 휇l von der Probe mit 795 휇l Wasser (bidestilliert)
vermischt. 10 휇l Proteinstandard werdden mit 5 휇l Lysis-Puffer und 785 휇l Wasser angesetzt
und der Leerwert wird aus 5 휇l Lysis-Puffer mit 795 휇l Wasser hergestellt. Zu den Proben,
zum Standard, sowie zum Leerwert werden jetzt 200 휇l des Farbreagenz hinzupipettiert und
vermischt. Die Messung des Proteingehalts erfolgt am Photometer bei 595 nm, wobei erst der
26
2.2 Methoden
Leerwert, dann der Standard und anschließend die Proben gemessen werden. Der Proteingehalt





Jetzt wird berechnet, wieviele der Proben 푃푟 man mit dem Probenpuffer mischen muss, um
50 휇g Protein einzusetzen:
푃푟 =
5
푃푔 ⋅ 5 (2.8)
Die Probenpuffermenge 푃푢 ergibt sich nun aus
푃푢 = 100휇푙 − 푃푟 (2.9)
Abschließend werden die mit Puffer versetzten Proben fünf Minuten bei 95 ∘C gekocht und
eingefroren.
2.2.3.4 SDS-Gelelektrophorese
Der erste Schritt für die Vorbereitung der Gelelektrophorese ist das Aufbauen und Entfetten
der Einzelteile der Gelapparatur. Anschließend wird das Trenngel gemäß Tabelle 2.8 vorbe-
reitet und die Kammer damit zu 2/3 gefüllt. Um die Oberfläche nicht austrocknen zu lassen,
wird Isopropanol über auf das Gel gespritzt. Nach 15 Minuten ist das Gel ausgehärtet und das
Isopropanol kann mit einem Tuch entfernt werden. Jetzt wird das Sammelgel gemäß Tabelle
2.8 vorbereitet und bis zur Oberkante in die Kammer eingefüllt. Sofort werden die Kämme
im Gel platziert. Nach 20minütiger Aushärtung werden die Kämme entfernt und jede Tasche
mit Wasser gespült. Nun können die mit Gel bestückten Glasplatten in die Elektrophorese-
kammer umgesetzt und pro Tasche 20 휇l der Proben einpipettiert werden. Für die spätere
Größenbestimmung muss in die erste Tasche 7 휇l eines Proteinstandards gegeben werden. Die
Proben werden abschließend mit dem Elektrodenpuffer überschichtet, außerdem wird die ge-
samte Kammer damit geflutet. Bevor der Strom eingeleitet wird, gibt man einige Tropfen des
Lauffrontanzeigers Bromphenolblau in die Kammer, der anzeigt, wann die Elektrophorese ab-
geschlossen ist. Nach ungefähr 30 Minuten kann der Strom (400 V, 340 mA, 25 W) abgeschaltet
werden.
2.2.3.5 „Semi-Dry-Blotting“
Zunächst wird die PVDF-Transfermembran und das Whatman-Papier zurechtgeschnitten und
im Transferpuffer eingeweicht. Die Membran muss vorher kurz mit Methanol überschichtet
werden. Auch die Platten des Blotters werden mit Transferpuffer benetzt, bevor die erste Lage
Whatman-Papier und die Transfermembran darauf gelegt werden. Nach diesen Vorbereitungen
kann das Gel vorsichtig von den Glasplatten getrennt und auf die Membran gelegt werden.
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Tabelle 2.8: Trenn- und Sammelgel für den Western Blot
Trenngel 10 % Sammelgel 4,5 %
Gelpuffer I 2,6 ml -
Gelpuffer II - 2,6 ml
Acrylamid 3,33 ml 1,67 ml
H2O 4,03 ml 5,79 ml
APS 10 % (0,1 g APS,0,9 ml H2O) 60 휇l 60 휇l
TEMED 30 휇l 30 휇l
Abschließend wird nochmals eine Lage des Papiers auf das Gel gelegt, alle Blasen beseitigt
und die Apparatur geschlossen. Für eine Dauer von 45 Minuten wird eine maximale Spannung
von 25 V und ein Strom von 179 mA eingestellt.
2.2.3.6 Antikörperzugabe
Nach dem Blotting wird die Membran 45 Minuten zur Blockierung unspezifischer Bindungen in
Milchpulver (5 g ad 100 ml Aqua dest.) geschüttelt. Anschließend wird der Blot dreimal fünf Mi-
nuten mit TBS-T gespült, bevor der Primärantikörper aufgetragen werden kann. 1 ml verdünn-
ter Antiköper (siehe Tabellen 2.4 und 2.5) werden auf den Blot pipettiert und beides zusammen
in Folie eingeschweißt. Bei 4 ∘C inkubiert die Membran über Nacht.
Am nächsten Tag wird die Membran aus der Folie genommen und nach dreimaligem Spühlen
mit TBS-T mit dem verdünnten Sekundärantikörper (siehe Tabellen 2.4 und 2.5) versetzt.
Nach einstündiger Inkubation und dreimaligem Waschen mit TBS-T kann mit der Detektion
begonnen werden.
2.2.3.7 Detektion der Banden
Hierfür wird das gebrauchsfertige Western Blotting Detection Kit benutzt, das aus Lösung A
und Lösung B besteht, die im Verhältnis 1:1 (je 2,5 ml) zusammen geleichmäßig auf den Blot
gegeben werden. Nach fünf Minuten wird das Gemisch entfernt und der Blot in Klarsichtfolie
eingeschlagen, um ein Austrocknen zu verhindern. In einer Filmkassette fixiert, kann der Blot
nun in der Dunkelkammer von einem Film für ca. 20 Sekunden abgedeckt werden. Dieser wird
danach sofort kurz in das Entwicklerbad getaucht, dann in Wasser und zum Fixieren zusätzlich




Um die Auftragung zu kontrollieren kann ein Reblot durchgeführt werden. Dabei wird der Blot
kurz mit Methanol gespült, dann dreimal fünf Minuten mit 0,1 mol/l Glycin, pH 2,5 und drei-
mal fünf Minuten mit 0,1 mol/l Tris, pH 7,5 gespült. Danach wird die Membran eine Stunde mit
Milchpulver blockiert und der nicht-phosphorylierte Erstantikörper aufgetragen, eingeschweißt
und über Nacht bei 4 ∘C gelagert. Am nächsten Tag wird der Blot dreimal fünf Minuten mit
TBS-T gespült und abschließend der Zweitantikörper hinzugegeben. Der weiter Ablauf gleicht
dem Prozedere des normalen Western Blots. Anhand des Reblots kann die Menge der phos-
phorylierten Proteine auf die unphosphorylierten Proteine relativiert werden, so dass genaue
Werte der zu detektierenden Antikörper analysiert werden können.
2.2.3.9 Auswertung
Die Auswertung des Blots erfolgt über Einscannen und anschließender densitometrischen Ana-
lyse mit der PC-Software „PCBas“. Das Programm misst die Schwärzung der Banden des Blots
und des Reblots. Um den korrigierten Wert zu erhalten muss der Wert des Reblots durch den
Blotwert dividiert werden. Die Kontrolle wird auf 1 normiert, so dass eine einfachere Bewertung
in Bezug auf Kontrolle und Stimulationen möglich ist.
2.2.4 Immuncytochemie
2.2.4.1 Überblick
In der Immuncytochemie werden Proteine direkt an den Zellen sichtbar gemacht. Das Ver-
fahren basiert auf der Bindung des Primärantikörper an die zu untersuchenden Proteine. Der
Sekundärantikörper, der mit einem fluoreszierenden Farbstoff verbunden ist, richtet sich gegen
Epitope des Erstantikörpers und bindet daran. Die Emmision des Lichts zeigt die Anwesenheit
des gesuchten Antigens in der Zelle.
2.2.4.2 Vorgehen
Die auf Deckgläschen kultivierten Glial precursor cells (GPC) werden zuerst dremal fünf Minu-
ten mit PBS gewaschen, bevor sie danach 10 Minuten in eiskaltem Aceton/Methanol-Gemisch
(1:1) fixiert werden. Nach anschließendem dreimaligen Spülen für fünf Minuten mit PBS und
Blockieren mit 0,1 % BSA/0,2 % Glycin-Gemisch für eine Stunde, wird der in PBS verdünn-
te Primärantikörper (siehe Tabellen 2.2und 2.3) auf die Deckgläschen pipettiert. Über Nacht
erfolgt eine Inkubation in der feuchten Kammer bei 4 ∘C.
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Am nächsten Tag werden die Deckgläschen dreimal fünf Minuten mit PBS gewaschen, mit dem
Sekundärantikörper versehen und eine Stunde lang bei 37 ∘C in der feuchten Kammer inkubiert.
Nach erneutem Spülvorgang (3x5 Min.) mit PBS werden die Zellen 30 Minuten mit DAPI (100
휇l gebrauchsfertige Lösung) bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. DAPI
färbt die Kerne der Zellen blau. Zum Abschluss werden die Deckgläschen wiederholt mit PBS
gewaschen und mit Immunomount eingedeckelt. Nach dem Trocknen bei 4 ∘C werden die Prä-
parate mit dem Axiophot Mikroskop mikroskopiert und fotografiert.
2.2.5 Migrationsversuch („Scratchtest“)
2.2.5.1 Überblick
Beim Migrationsversuch wird mit Hilfe eines Kratzers („Scratch“) in einer konfluent bewachse-
nen Schale das Migrationsverhalten der Zellen beobachtet. Durch verschiedene Stimulationsme-
dien wird verglichen, ob es zu Unterschieden in der Migration kommt.
2.2.5.2 Vorgehen
Die Glial precursor cells (GPC) werden in Schälchen solange kultiviert bis unter dem Mikro-
skop ein dichter Zellrasen zu erkennen ist. Nun kann unter der sterilen Werkbank mit dem
Versuch begonnen werden. Mit einer sterilen Pipettenspitze wird der Scratch in den Zellrasen
geritzt, so dass dieser Bereich frei von Zellen ist und mikroskopisch ein deutlicher Pfad zu
sehen ist. Nach dem Mediumwechsel wird das Zellschälchen unter dem Mikroskop Axiophot,
Zeiss 10 Stunden lang beobachet, wobei alle 10 Minuten ein Foto vom jeweiligen Zustand ge-
macht werden muss. Das Mikroskop besitzt eine CO2-Zuleitung (7 %) und einen beheizbaren
Objekttisch, dessen Temperatur bei 35 ∘C gehalten wird. Für die Stimulation der Zellen wird
das Stimulans VEGF-D in einer Konzentration von 100 ng/ml eingesetzt und dann auf eine
Scratch-Stelle im Schälchen gegeben.
2.2.5.3 Auswertung
Die in bestimmten Zeitabständen gemachten Fotos werden nun mit dem PC-Programm „PC-
Bas“ ausgewerten. Dabei wird die zuvor freie (gescratche) Fläche mit der nach 10 Stunden
verbliebenen Fläche verglichen. Die Stimulationsproben werden mit der Kontrolle verglichen
und auf die ursprüngliche Scratch-Fläche normiert.









3.1.1 Genexpression der VEGF-Derivate in murinen
Zelllinien
Auf der Suche nach Zellen, die die VEGF-Derivate VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D, sowie die
Rezeptoren VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3 exprimieren, wurden verschiedene Zellen aus
dem Gehirn untersucht: Neurone, Neuroblastome (Neuro 2a), Astrozyten, Oligodendrozyten,
Schwannomazellen und Microglia untersucht. Zusätzlich wurden mit Hilfe der Realtime-RT-
PCR-Methode die immortalisierten Glia-Vorläuferzellen Glial precursor cells (GPC), die im-
mortalisierten Microglia-Zelllinien und die bEND-Linie (Brain endothelial cells) untersucht.
Es wurden pro Probe jeweils 10 ng cDNA eingesetzt. Die Realtime-PCR wurde dreimal
pro Probe durchgeführt, so dass am Ende Dreichfachwerte vorlagen. In den Abbildungen
sind die berechneten ΔCT-Werte und die daraus resultierenden relativen Expressionen dar-
gestellt.
Die Abbildung 3.1 zeigt, dass die VEGF-A-Expression in allen Zelllinien und Kulturen deutlich
nachgewiesen werden konnte. Auffällig ist der Unterschied in der Expression zwischen den
Zelllinien und den Primärkulturen. Die Glial precursor cells (GPC), sowie die immortalisierten
Microglia-Zellen zeigen jeweils eine 10fach höhere Expression des VEGF-A als die Astrozyten
bzw. Microglia. Die höchsten Expressionen zeigen die Glial precursor cells (GPC) und die
Oligodendrozyten.
Die Expression des VEGF-C zeigt eine weniger deutliche Ausprägung (Abbildung 3.2). In den
Oligodendrozyten und der Microglia konnte kein VEGF-C nachgewiesen werden. Die kräftigste




Das VEGF-D kommt dagegen wieder ubiquitär vor, sowohl in den Zelllinien als auch in den
Kulturen (Abbildung 3.2). Auch hier ist die deutlichste Expression in den GPC, den Schwanno-
mazellen und der bEND-Zelllinie zu beschreiben. Die immortalisierte Microglia hat mit einem
fast 1000fach niedrigeren Wert die geringste Expression des VEGF-D.
Abbildung 3.1: VEGF-A-Expression in murinen Zelllinien
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Abbildung 3.2: VEGF-C-Expression in murinen Zelllinien
Abbildung 3.3: VEGF-D-Expression in murinen Zelllinien
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3.1.2 Genexpression der VEGF-Rezeptoren in murinen
Zelllinien
Nach der Untersuchung der VEGF-Derivate wurden die Zelllinien auf ihren Gehalt an den
VEGF-Rezeptoren untersucht.
Abbildung 3.4: VEGFR-1-Expression in murinen Zelllinien
Wie in Abbildung 3.4 zu erkennen ist, zeigen alle Zelllinien eine Expression des VEGFR-1
bis auf die Neuroblastomlinie Neuro2a. Eine sehr hohe Expression kann man den GPC, den
Schwannomazellen und der immortalisierten Microglia zuschreiben.
Auch der VEGFR-2 konnte in den Neuro2a-Linie nicht nachgewiesen werden. Fast alle anderen
Zelllinien zeigten eine 10- bis 100fach verringerte Expression des Rezeptors VEGFR-2 als bei
VEGFR-1. Ausgenommen sind hier die Neurone und die bEND-Zellinie, die mehr VEGFR-2 als
VEGFR-1 exprimieren (Abbildung 3.5).(Gleiche Amplifikationseigenschaften der TaqMan R⃝-
Primer sind vorausgesetzt.)
Abbildung 3.6 zeigt bei jeder Zelllinie eine VEGFR-3-Expression. Die höchste Messung erfolgte
bei den GPC, die eine 1000fach höhere Expression zeigen als die Expression der primären Astro-
zyten. Die bEND-Zellen exprimieren den Rezeptor VEGFR-3 stärker als VEGFR-1.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Glial precursor cells (GPC) in Hinblick auf die
vorliegende Aufgabenstellung die höchsten Expressionen des VEGF-C und VEGF-D, sowie
des Rezeptors VEGFR-3 aufweisen. Somit sind die Glial precursor cells eine geeignete Zelllinie
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mit der man weitere Untersuchungen bezüglich des Rezeptors VEGFR-3 und den Liganden
VEGF-C und -D machen könnte. Alle folgenden funktionellen Studien wurden daraufhin mit
den GPC durchgeführt.
Abbildung 3.5: VEGFR-2-Expression in murinen Zelllinien
Abbildung 3.6: VEGFR-3-Expression in murinen Zelllinien
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3.1.3 Genexpression der VEGF-Derivate in murinen
Geweben
Desweiteren wurden die VEGF-Expressionen an verschiedenen Gehirnproben und der Milz un-
tersucht. Als Gehirnproben lag Material des 18. Embryonaltages und des sechsten postnatalen
Tages vor, sowie Gewebe des adulten (3 Monate alten) Tieres.
Anhand der Abbildungen 3.7 und 3.8 zeigt sich, dass alles Sorten des VEGF in allen Proben
nachgewiesen werden konnten. VEGF-A wird in allen Geweben am deutlichsten exprimiert. Es
liegt hier eine 10fach höhere Expression als zum Beispiel bei VEGF-C vor. Wenn man die Ergeb-
nisse der Untersuchung von VEGF-A und VEGF-C mit VEGF-D vergleicht, fällt auf, dass die
Expression des VEGF-D im P6-Gehirn am größten ist, wohingegen die Expression des VEGF-A
und VEGF-C im adulten Gehirn die höchsten Messergebnisse zeigte.
3.1.4 Genexpression der VEGF-Rezeptoren in murinen
Geweben
Es wurde auch der Gehalt an VEGF-Rezeptoren in murinen Gehirnproben und der Milz un-
tersucht (Abbildungen 3.9 und 3.10). Dabei kam heraus, dass auch alle VEGF-Rezeptoren
in diesen Geweben exprimiert werden. Die Untersuchungen zeigen, dass die Expression des
VEGFR-1 mit dem Alter des Gehirns eine immer deutlichere Ausprägung hat. Wohingegen
die Rezeptoren VEGFR-2 und VEGFR-3 die höchste Expression am postnatalen Tag 6 erlan-
gen und die niedrigste im adulten Stadium.
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Abbildung 3.7: VEGF-A-Expression in murinen Geweben
Abbildung 3.8: VEGF-C und -D-Expressionen in murinen Geweben
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Abbildung 3.9: VEGFR-1-Expression in murinen Geweben
Abbildung 3.10: VEGFR-2 und -3-Expressionen in murinen Geweben
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3.1.5 Glial precursor cells (GPC): Effekte von Zytokinen und VEGF-Derivaten
auf die Genexpression
Um zu untersuchen, ob Zytokine und Wachstumsfaktoren auf die Genexpression der VEGF-
Derivate und VEGF-Rezeptoren wirken, wurden Glial precursor cells (GPC) für 24 Stunden
in serumfreien Medium (0,1 % BSA) mit verschiedenen Zytokinen (10 ng/ml) und Faktoren
(100 ng/ml) stimuliert. Neben der Kontrolle wurde eine Dreifachbestimmung von stimulierten
GPC mit den Zytokinen TNF훼, IFN훾, TNF훼 und IFN훾 in Kombination, IL-1 und IL-4 durch-
geführt, sowohl mit Glutaminsäure (10 mM) und den VEGF-Derivaten VEGF-A, VEGF-C
und VEGF-C152푆 , das selektiv VEGFR-3 stimuliert. Die Ergebnisse wurden anschließend auf
die unstimulierte Kontrolle normiert.
Abbildung 3.11: Regulation der Genexpression von VEGF-C nach Stimulation der Glial precur-
sor cells (GPC); Zytokine und Wachstumsfaktoren 10 ng/ml bzw. 100 ng/ml,
serumfrei, 24 h
Die Untersuchungen ergaben, dass, wie in Abbildung 3.11 zu erkennen ist, der Wachstums-
faktor VEGF-C von kaum einem Zytokin hochreguliert wird. Einzig und allein die Kombi-
nation von TNF훼 und IFN훾 bewirken einen leichten Anstieg der VEGF-C-Expression um
das 0,25fache ausgehend von der Kontrolle. IFN훾, IL-1 und IL-4 hemmen dagegen die Ex-
pression des VEGF-C, ebenso wie Glutaminsäure und VEGF-C selber. Die Stimulation mit
VEGF-C152푆 und VEGF-A ergab eine Steigerung der Genexpression auf das 1,6 bzw. 1,3fa-
che.
Die Genexpression des Wachstumsfaktors VEGF-D wird ebenfalls wenig von den Zytokinen
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Abbildung 3.12: Regulation der Genexpression von VEGF-D nach Stimulation der Glial pre-
cursor cells (GPC); Zytokine und Wachstumsfaktoren 10 ng/ml bzw. 100
ng/ml, serumfrei, 24 h
beeinflusst. IFN훾 und die Kombination von TNF훼 und IFN훾 ergaben eine geringe Steigerung
der Expression auf das 0,2fache. Wie aus der Abbildung 3.12 hervorgeht, bewirken die Stimu-
lation der GPC mit VEGF-C152푆 und VEGF-A eine signifikante Hochregulation auf das 1,9
bzw. 1,8fache (p ≤ 0,01), ähnlich der Regulation des VEGF-C.
Der Rezeptor VEGFR-2 wird durch VEGF-A auf das 9fache hochreguliert (p ≤ 0,001), das Zy-
tokin IFN훾 verursacht eine Steigerung der Genexpression auf das 4fache (p ≤ 0,01) ausgehend
von der unstimulierten Kontrolle. Alle anderen untersuchten Zytokine und Faktoren, sowie die
Glutaminsäure haben keinen bzw. nur sehr wenig Einfluss auf die Regulation des VEGFR-2
(Abbildung 3.13).
Auch der Rezeptor VEGFR-3 wurde durch eine Stimulation mit VEGF-A signifikant auf das
4,5fache hochreguliert (p ≤ 0,001), außerdem erfolgte ein Erhöhung der Expression um das
1,5fache durch IFN훾 (p ≤ 0,01). Im Vergleich mit dem Rezeptor VEGFR-2 konnten allerdings
auch IL-1 und VEGF-C152푆 einen Effekt auf das 2,1 bzw. 1,2fache erzeugen, wie aus der
Abbildung 3.14 ersichtlich wird.
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Abbildung 3.13: Regulation der Genexpression von VEGFR-2 nach Stimulation der Glial pre-
cursor cells (GPC); Zytokine und Wachstumsfaktoren 10 ng/ml bzw. 100
ng/ml, serumfrei, 24 h
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Abbildung 3.14: Regulation der Genexpression von VEGFR-3 nach Stimulation der Glial pre-
cursor cells (GPC); Zytokine und Wachstumsfaktoren 10 ng/ml bzw. 100
ng/ml, serumfrei, 24 h
3.2 VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3 in der
Immuncytochemie
Die Glial precursor cells (GPC) und die Rezeptoren VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3
wurden zusätzlich noch mit der Immuncytochemiemethode untersucht. Dabei werden die Re-
zeptoren durch fluoreszierende Antikörper sichtbar gemacht und können mit dem Mikroskop
mikroskopiert und fotografiert werden.
Die Abbildung 3.15 zeigt eine Auswahl der Fotos in 20facher und 40facher Vergrößerung, wo-
bei die Rezeptoren VEGFR-2 und -3 mit einem rotem Farbstoff markiert wurden, VEGFR-1
dagegen mit einem grünen und die Kerne der Glial precursor cells mit einem blauen Farb-
stoff. Man erkennt deutlich die Rotfärbung der Zellkörper, welche einen Gehalt an VEGFR-2
und -3 beweist. Ebenfalls kann man den Rezeptor VEGFR-1 eindeutig durch die Grünfärbung
nachweisen. Zu sehen ist außerdem, dass VEGFR-1 und VEGFR-3 mit höherer Intensität sicht-
bar gemacht werden konnten als VEGFR-2. Dieses Ergebnis zeigt, dass nicht nur mRNA für
VEGFR-1, -2 und -3, sondern auch die Proteine an den Glial precursor cells (GPC) exprimiert
werden.
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Abbildung 3.15: Immunfluoreszenzfärbung von VEGFR-1 (grün), VEGFR-2 bzw. VEGFR-3
(rot) und Kernfärbung (blau) in 20facher und 40facher Vergrößerung
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3.3 Einfluss von VEGF-Derivaten auf die
Signaltransduktion
Um herauszufinden, ob die VEGF-Derivate auch funktionell aktiv sind, wurden die Signal-
transduktionswege mithilfe der Western Blot-Methode untersucht.
3.3.1 Untersuchung der Kinasen Akt und Erk
Zuerst wurde eine allgemeine Untersuchung der Signalkaskaden Akt und Erk mit zuvor stimu-
lierten Glial precursor cells vorgenommen. Die Stimulationen erfolgten mit VEGF-C, VEGF-
C152푆 und VEGF-D bei unterschiedlicher Dauer. Nach ersten Experimenten mit den bei-
den Antikörpern stellte sich heraus, dass die Stimulation keinen Effekt auf die Signalkas-
kade Akt hat. Somit lag der Schwerpunkt der Untersuchung bei der Phosphorylierung von
Erk.
3.3.2 Zeitabhängigkeit der Phosphorylierung der Kinase Erk nach Stimulierung
mit VEGF-Derivaten
Wie Abbildung 3.16 zeigt, wurde zuerst eine Stimulationsreihe bestehend aus 5minütiger, 10mi-
nütiger und 30minütiger Stimulation mit VEGF-C und VEGF-C152푆 hergestellt und mit der
Western Blot-Methode ausgewertet. Die Ergebnisse wurden anschließend auf die unstimulier-
te Kontrolle normiert. In der Grafik sind zusätzlich die Banden-Bilder des phosphorylierten
und dephosphorylierten Erk dargestellt. Die Phosphorylierung von Erk erreichte nach einer
30minütigen Stimulation mit VEGF-C ihren Höhepunkt, bei Stimulation durch VEGF-C152푆
schon nach 10 Minuten und nach 30 Minuten kam es sogar schon wieder zu einer Abnahme
der Erk-Konzentration.
3.3.3 Inhibitionsversuche
Um den Effekt genauer zu charakterisieren, wurden bei einigen Stimulationen das Lösungs-
mittel DMSO oder der Inhibitor des MAP-Kinasewegs U0126 (in DMSO) eingesetzt. Wie in
der Abbildung 3.17 zu erkennen ist, wurde beim nächsten Versuch ausschließlich mit VEGF-C
für 5 bzw. 15 Minuten stimuliert, einmal mit DMSO und einmal mit U0126. Die Phospho-
rylierung des Erk lässt sich wie erwartet durch U0126 hemmen. Die höchste Konzentration
von Erk ließ sich nach 15minütiger Stimulation zusammen mit DMSO nachweisen, wobei ei-
ne Erhöhung auf das 1,7fache ausgehend von der unstimulierten Kontrolle daraus resultier-
te.
44
3.3 Einfluss von VEGF-Derivaten auf die Signaltransduktion
Abbildung 3.16: Kinetik der Erk-Phosphorylierung; 200 ng/ml, serumfrei, 24 h
Auch bei der Untersuchung der Stimulationsreihe mit dem ähnlich gebauten VEGF-C152푆 , der
wie oben beschrieben nur aktiv gegenüber dem Rezeptor VEGFR-3 ist und nicht gegenüber
VEGFR-2, konnten kongruente Ergebnisse erzielt werden (Abbildung 3.18).
Um nochmal zwischen den VEGFR-2 und -3–vermittelten Effekten zu unterscheiden, wur-
de erneut ein Versuch durchgeführt, der ausschließlich eine Stimulation von 10 Minuten mit
VEGF-C und VEGF-D untersucht. Hier konnte unter beiden Stimuli, sowohl VEGF-C (stimu-
liert beide Rezeptoren) als auch VEGF-D (stimuliert nur VEGFR-3), eine deutliche Steigerung




Abbildung 3.17: Zeitabhängigkeit der Erk-Phosphorylierung mit VEGF-C; 200 ng/ml, serum-
frei, 24 h
Abbildung 3.18: Zeitabhängigkeit der Erk-Phosphorylierung mit VEGF-C152푆 ; 200 ng/ml, se-
rumfrei, 24 h46
3.4 Effekte von VEGF-C und -D auf die Proliferation der Glial precursor cells
Abbildung 3.19: 10 Minuten Zeitabhängigkeit VEGF-C und VEGF-D mit/ohne Kinase-
Inhibitor; 200 ng/ml, serumfrei, 24 h
3.4 Effekte von VEGF-C und -D auf die Proliferation der Glial
precursor cells
Die Untersuchung, ob VEGF-C und VEGF-D Einflüsse auf die Proliferation der Glial precursor
cells haben, ergaben eine eindeutige Proliferationssteigerung unter vorausgehender Stimulati-
on mit VEGF-C und VEGF-D. Sowohl alleine als auch mit dem Lösungsmittel DMSO konnte
eine proliferative Wirkung bei VEGF-C auf bis zu 188 % erzielt werden. U0126 scheint diese
proliferative Wirkung aufzuheben, wobei die hohe Standardabweichung zu erwähnen ist, da
es bei dieser Probenreihe große Unterschiede hinsichtlich der Messergebnisse gab. Die Stimu-
lation der Glial precursor cells mit VEGF-D ergab noch eine signifikantere Steigerung der
Proliferation auf über 200 % (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Effekte von VEGF-C und -D (100 ng/ml) alleine und in Kombination mit dem
Kinaseinhibitor U0126 (100 휇M)auf die Proliferation (24 h) der Glial precursor
cells (GPC)
relative Proliferation [%] Standardabweichung [%] (n)
Kontrolle 100,0 ±11,6(n=4)
Kontrolle+DMSO 97,3 ±12,7 (n=3)
Kontrolle+U0126 102,7 ±10,3 (n=3)
VEGF-C 188,5 ±8,9 (n=4)
VEGF-C+DMSO 171,7 ±8,8 (n=3)
VEGF-C+U0126 93,0 ±18,1 (n=4)
VEGF-D 215,7 ±5,3 (n=4)
VEGF-D+U0126 175,4 ±15,9 (n=4)
3.5 Die Zellmigration im Scratchversuch
Die Migration der Glial precursor cells unter Stimulation von VEGF-D wurde mit dem so-
genannten Scratch-Versuch untersucht. Drei unstimulierte Kontrollen wurden mit drei durch
VEGF-D stimulierte Zellen verglichen, wobei die Ergebnisse auf die Kontrolle normiert wurden.
Wie in der Abbildung 3.20 zu erkennen ist, erzielt die Stimulation mit VEGF-D (100 ng/ml) ei-
ne signifikante Steigerung (*** p ≤ 0,001; ** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05) der Migrationsfähigkeit der
Glial precursor cells. Während die Kontrollzellen ihren Höhepunkt schon nach sechs Stunden
erreichen, migirieren die stimulierten Zellen auch nach acht Stunden noch enorm (Abbildung
3.20). Somit steigert VEGF-D nicht nur die Migrationsgeschwindigkeit, außerdem beginnen
die Zellen nach der Verletzung früher mit dem Einwandern in den Spalt als die unstimulierten
Kontrollzellen. Anhand der Bilderauswahl 3.21 ist zu erkennen, dass sich der Spalt nach zehn
Stunden Versuchsdauer unter Stimulation mit VEGF-D nahezu vollständig mit den Glial pre-
cursor cells aufgefüllt hat, während der Scratch in der unstimulierte Kontrolle nur vereinzelt
Zellen aufweist.
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Abbildung 3.20: Verlauf der Migration mit und ohne Stimulation mit VEGF-D (100 ng/ml)




3.5.1 Genexpression der VEGF-Derivate in humanen kultivierten
Zelllinien
Um ein umfassenderes Bild über die Expression des VEGF-C und VEGF-D, sowie des Re-
zeptors VEGFR-3 zu erhalten, wurden auch diverse kultivierte humane Glioblastomlinien und
die humane Nabelschnurendothelzellen HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) auf
ihren Gehalt an den VEGF und VEGFR-3 untersucht.
Abbildung 3.22: VEGF-C-Expression in humanen Zelllinien
Wie in Abbildung 3.22 zu sehen ist, konnte VEGF-C in allen neun Glioblastomlinien und in den
Nabelschnurendothelien nachgewiesen werden. Die humanen Nabelschnurendothelzellen wur-
den sowohl unstimuliert, als auch mit VEGF-A stimuliert untersucht.
Der Faktor VEGF-D konnte allerdings in vier von den neun untersuchten Glioblastomlinien
nicht nachgewiesen werden (Abbildung 3.23); auch die stimulierten HUCEC-Zellen exprimieren
kein VEGF-D. (Abbildung 3.23)
Die Expression des Rezeptors VEGFR-3 konnte in acht von neun Glioblastomlinien in nur mä-
ßiger Ausprägung detektiert werden. Die humanen Nabelschnurendothelzellen dagegen haben
im Vergleich zu den Glioblastomen eine um 1000fach höhere VEGFR-3-Expression, sowohl
unstimuliert als auch stimuliert (Abbildung 3.24).
Die Expression von VEGF-D und VEGFR-3 sind bei diesen humanen Zelllinien sehr gering,
so dass diese im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden.
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Abbildung 3.23: VEGF-D-Expression in humanen Zelllinien






4.1 Angiogenese und Neurogenese
Die Entwicklung des Zentralen Nervensystems hängt von einem konstanten Zusammenspiel
zwischen neuralen Zellen und dem zerebralen Gefäßnetzwerk ab. Die Neurogenese und die
Angiogenese beeinflussen sich nicht gegenseitig, haben aber mehr Gemeinsamkeiten als früher
angenommen. Sie benutzen gemeinsame chemische Signale und Prinzipien, um sich zu diffe-
renzieren, zu wachsen und zu navigieren. Außerdem interagieren das Nervensystem und das
Gefäßsystem miteinander, welches bei nicht eindeutiger Regulation zu medizinisch wichtigen
Krankheiten führen kann. Als ein Beispiel sind einige Proteine zu nennen, die der axonalen
Zielfindung dienen: Semaphorine, Ephrine, Slits, Netrine und ihre verwandten Rezeptoren
Neuropilin, Eph und UNC5 (uncoordinated-5) regulieren einerseits die neurale Entwicklung,
andererseits aber auch die Tumorangiogenese [24, 44].
Der Wachstumsfaktor VEGF ist der gemeinsame Nenner, der die Angiogenese, die Neurogene-
se und die Pathogenese des Gehirns miteinander verknüpft. Erst nur als Basis der vaskulären
Effekte identifiziert, wurde längst erkannt, dass VEGF auch ein wichtiges Signalmolekül im
Nervensystem ist. Die zerebrale Angiogenese in der Embryonalentwicklung wird hauptsächlich
durch VEGF-A reguliert und durch Hypoxie über den Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia-
inducible factor-1) induziert [13]. Die Signaltransduktion über den Rezeptor und darauf fol-
gende Moleküle gleicht der Kaskade in nicht-neuralen Geweben. Auch in Gehirnerkrankungen
spielt VEGF eine Rolle, wie zum Beispiel bei der Tumorangiogenese der Glioblastome [35].
Aber nicht nur bei der zerebralen embryonalen Angiogenese und in Gehirnerkrankungen spielt
VEGF-A eine Rolle, sondern es begünstigt auch die Neurogenese im adulten Gehirn, im spe-
ziellem in der subventrikulären Zone (SVZ) der Seitenventrikel und der subgranulären Zone
(SGZ) des Gyrus dentatus im Hippocampus [1] (Abbildung 4.1) . Abgesehen von der Neuroge-
nese kann VEGF-A auch neuroprotektiv und neurodegenerativ wirken [14]. Dagegen resultiert
die Stimulation des Astrozytenwachstums und der Proliferation und Chemotaxis von Microg-
liazellen aus einer Aktivierung des Rezeptors VEGFR-1 [12].
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Abbildung 4.1: a. Die subventrikuläre Zone (SVZ) befindet sich entlang der Seitenwände der
Seitenventrikel. b. Die subgranuläre Zone (SGZ) befindet sich im Gyrus denta-
tus des Hippocampus. [64]
4.2 VEGF-C, VEGF-D und VEGFR-3 im Zentralen
Nervensystem
Es ist bisher wenig bekannt über das Vorkommen und die Effekte von VEGF-C und VEGF-D,
sowie den Rezeptor VEGFR-3 im Zentralen Nervensystem. Le Bras et al. untersuchten im Jahr
2006 VEGF-C und VEGFR-3 in Oligodendrozyten-Vorläuferzellen. Die Ergebnisse der Versu-
che ergaben, dass VEGF-C ein wichtiger Faktor bei der Entwicklung des Embryonalgehirns in
Xenopus laevis und der Maus ist. Ohne das Vorkommen von VEGF-C entwickeln sich durch
Defekte der Lymphgefäße Ödeme. Eine Interaktion zwischen VEGF-C und VEGFR-3 ergibt
eine direkte Unterstützung in der Entwicklung der neuralen Vorläuferzellen im embryonalen
Gehirn. Hauptsächlich wurde VEGFR-3 im Mäusegehirn ab dem Embryonaltag E15,5 gefun-
den: Im suprachiasmatischen Bereich in ventrikulären und subventrikulären Zellen, im Sehnerv
in Zellen, die den Transkriptionsfaktor Olig2+ exprimieren, ein Marker für Oligodendrozyten-
Vorläufer, und im Bulbus olfactorius. VEGF-C hingegen wurde in angrenzenden Arealen der
Sehnerv-Region gefunden wurde. Weiterhin wurde herausgefunden, dass VEGF-C eine Pro-
liferation von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen induziert, aber nicht von Astroglialzellen im
Sehnerv und dem suprachiasmatischen Bereich [26].
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Diese Arbeit baut auf den Erkenntnissen von Le Bras et al. über den Faktor VEGF-C und
den Rezeptor VEGFR-3 auf, wobei das Hauptaugenmerk hierbei auf den Wachstumsfaktor
VEGF-D im Zusammenspiel mit VEGFR-3 gerichtet ist. Da über VEGF-D/VEGFR-3 im Ge-
hirn bisher kaum etwas bekannt ist, wurden zuerst allgemeine Untersuchungen in Hinblick auf
die Genexpression im Gehirn an verschiedenen Zelltypen und Zelllinien durchgeführt, um her-
auszufinden, ob und welche Zellen VEGF-D/VEGFR-3 exprimieren.
Da in den frühen Progenitorzellen, den Glial precursor cells, die höchste Genexpression von
VEGF-D und VEGFR-3 detektiert wurde, wurden alle funktionellen Untersuchungen im Rah-
men dieser Arbeit mit diesen Zellen durchgeführt.
4.2.1 Charakterisierung der Glial precursor cells (GPC)
Alle funktionellen Versuche in dieser Arbeit wurden mit den Astrozyten/Oligodendrozyten-
Vorläuferzellen Glial precursor cells gemacht. Ihre genauere Gewinnung und Charakterisierung
wird folgend beschrieben:
Die immortalisierten Glial precursor cells (GPC) werden aus dissoziierten Gehirnzellen von P2-
Mäusen hergestellt, die mit einem Temperatur-empfindlichen SV40-Konstrukt (pSVLTsA58
zur Vefügung gestellt von Dr. P. Rouget, Paris) [62] transfiziert wurden (Calcium-Phosphat-
Methode). Stabil transfizierte Zellen erhält man durch Zugabe von G418-Sulfat über vier
Wochen (400 휇g/ml, zugegeben erstmals nach zwei Tagen), welche durch Immunfärbung für
das SV40 T large Antigen (Antikörper von Dr. P. Rouget) überprüft werden. Aus diesen
stabil transfizierten Zellen wird ein Klon ausgewählt, der im Gliamarker A2B5 geschwenkt
wird: Kulturschalen werden mit Anti-Maus IgG überdeckt (Ziege, Dako, Glostrup, Dänemark;
10 휇g/ml in PBS für 1h bei Raumtemperatur, dann mit BSA gespült und blockiert) und
dann für 1h bei 4 ∘C mit antiA2B5-markierten Zellen inkubiert (Maus monoklonal, Chemicon;
1:40 in PBS für 45 Minuten bei 4 ∘C, danach gespült). Anschließend werden nicht haften-
de Zellen durch leichtes Schwenken entfernt. Die nun noch haftenden Zellen werden durch
Trypsin-Behandlung abeglöst und weiter in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (DMEM)
mit 10 % FKS, 6 mM L-Glutamin und jeweils 100 lU/l Penicillin und Streptomycin bei 35 ∘C
kultiviert. Diese immortalisierte Glial precursor cell-Linie wird in dieser Arbeit als GPC be-
zeichnet.
Die GPC sind stark A2B5 positiv, was charakteristisch für gliale Vorläufer Zellen und reifende
Astrozyten ist. Sie sind dagegen schwach GFAP (glial fibrillary acidic protein) positiv, wel-
ches ein Protein ist und auf adulten Astrozyten gefunden wird und O4 negativ, welches auf
späten Oligodendrozyten-Vorläuferzellen existiert. Außerdem reagieren die GPC negativ auf
CD68, das auf Microgliazellen und Makrophagen zu finden ist und auf den Endothelzellmarker
PECAM. [25] Deshalb können diese immortalisierten Gliazellen als eine gliale Vorläuferzellli-
nie bezeichnet werden, die sich in einem frühen Entwicklungsstadium befindet. Sie entwickelt
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sich aus der Neuralen Stammzelle (NSC), aus der auch die Neurone entstehen. Diese A2B5+
frühe Progenitorzelle kann sich in zwei verschiedene Richtungen weiter differenzieren (siehe
Abbildung 4.2):
1. Astrozyten: GFAP+, A2B5−, O4−
2. Oligodendroztyen: Die Oligodendrozytenreifung verläuft in drei Stadien, die mit der
späten Progenitorzelle (A2B5−, O4+) beginnt und über den nicht-myelinisierten Oligo-
dendrozyten (O4+, CNP+, Galc+) mit dem myelinisierten Oligodendrozyt (O4−, CNP+,
Galc+, PLP+, MBP+) vollendet ist.
In Hinblick auf die hohe VEGF-C und -D- Expression wird in dieser Arbeit die A2B5+ frü-
he Progenitorzelle für funktionelle Studien wie Proliferation, Migration und Rezeptoraktivität
verwendet. Diese gliale Vorläuferzelle hat den Vorteil, dass sie eine homogene Zellpopulation ei-
nes definierten Entwicklungsstadiums repräsentiert, welche konstant in einer gleich bleibenden
Qualität verfügbar ist.
4.2.2 Effekte von VEGF-C, VEGF-D und VEGFR-3 in Glial precursor
cells
In den oben beschriebenen in-vitro-Versuchen wurde festgestellt, dass VEGF-C und -D, so-
wie VEGFR-3 am höchsten in den Glial precursor cells (GPC) exprimiert werden, dagegen
aber nicht oder nur schwach in anderen Zelltypen des Gehirns wie Astrozyten, Oligodendro-
zyten, Neuronen oder Microgliazellen. In neuralen Stammzellen war die VEGFR-3-Expression
10fach schwächer als bei den GPC. Diese Ergebnisse korrespondieren mit zuvor erhobenen
Untersuchungen, in denen VEGFR-3 nur kaum in Neurospheren des Hippocampus, der sub-
ventrikulären Zone und des Bulbus olfactorius in adulten Ratten gefunden wurde [33]. Eine
Untersuchung der Regulation von den VEGF-Derivaten und Rezeptoren ergab keine signifikan-
ten Ergebnisse. Allein VEGF-A hat einen regulatorischen Effekt auf VEGFR-3 und verstärkt
die Expression um ein 4,5faches. Die Liganden VEGF-C und VEGF-D werden in vitro mehr
oder weniger stark in den meisten dieser Zelltypen produziert, in den GPC dagegen zeigen
sich die höchsten Expressionswerte. Dies zeigt, dass VEGF-C/-D und der Rezeptor VEGFR-3
in glialen Vorläuferzellen ein autokrines System bilden und in dieser Entwicklungsstufe der
Gliazellen eine Rolle spielen.
Funktionell bewirkt die Aktivierung von VEGFR-3 in GPC mit seinem selektiven murinen Li-
gand VEGF-D oder dem rekombinanten VEGF-C152푆 (oder mit VEGF-C, das auch VEGFR-2
stimuliert) eine Phosphorylierung der Kinasen Erk 1/2. Im murinem System ist VEGF-C
ein Ligand für VEGFR-2 und -3, währenddessen VEGF-퐶152푆 und VEGF-D selektiv nur an
VEGFR-3 binden. Nach der Stimulation mit den Faktoren konnte man eine Phosphorylie-
rung der Kinasen Erk 1/2 (extracellular-signal related kinase) nachweisen, nicht aber von p38
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Abbildung 4.2: Neurale Stammzellen gelten als Vorläufer von einerseits den Neuonen (blau)
und andererseits den Gliazellen. Diese, sowohl Astrozyten (gelb) als auch Oli-
godendrozyten (rot), entstehen aus den frühen Progenitorzellen. Die in dieser
Arbeit genauer untersuchte Zelle ist die A2B5+- frühe Progenitorzelle (grün).
Abkürzungen: CNP, cyclic nucleotid phosphodiesterase; Galc, Galactocerebro-
sid; GFAP, Glial fibrillary acidic protein; MBP, Myelin basic protein; PLP,
Pyridoxalphosphat.
oder Akt. Die Erk-Phosphorylierung wurde durch den MEK 1/2-Inhibitor UO126 gehemmt.
Die MAPK-Kaskade (mitogen-activated protein kinase) ist eine der Signaltransduktionswege
des VEGFR-3 in den Glial precursor cells, wie in der Abbildung 4.3 schematisch dargestellt
ist.
In der Immuncytochemie wurden die Glial precursor cells auf ihren Gehalt an den Rezeptoren
VEGFR-1, -2 und -3 getestet, was eine sichtbare Rotfärbung der Zellkörper ergab. VEGFR-2
ist im Vergleich zu VEGFR-1 und VEGFR-3 mit schwächerer Intensität sichtbar gemacht wor-
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den. Aus diesen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass auch die Proteine an den Glial precursor
cells exprimiert werden und nicht nur die mRNA der Rezeptoren.
In dem in vitro-Experiment „Scratch-Assay“ wurde die Chemotaxis der GPC überprüft. In
Gegenwart von VEGF-D wanderten die Zellen in 10 Stunden schneller als Kontrollzellen ohne
Stimulation: Zuerst formten sie Ausläufer, dann wanderten die Zellkörper in den gescratchten
Bereich. Dieser migratorische Effekt kann nicht nur durch Proliferation erklärt werden, da der
proliferative Effekt des VEGF-D nach 10 Stunden wesentlich geringer ist. Diese Ergebnisse de-
cken sich teilweise mit Ergebnissen der Proliferation von glialen und neuralen Progenitorzellen
in Mäusen ohne VEGF-C in situ. Hier ist die Zahl der Olig2+ Oligodendrozyten-Vorläufer
reduziert, jedoch nicht die Anzahl der Sox9+- radialen Glia und astrogliale Precursorzel-
len [26].
Zusammengefasst bedeutet dies, dass bestimmte Typen von neuralen und glialen Vorläufer-
zellen in situ und in vitro auf das VEGF-C/D–VEGFR-3-Zusammenspiel angewiesen sind.
In vitro produziert die A2B5+-Glial precursor cell VEGF-C und -D und exprimiert hohe
Pegel des Rezeptors VEGFR-3. Die Stimulation von VEGFR-3 induziert sowohl den MAPK-
Singaltransduktionsweg, die Zellproliferation als auch die Chemotaxis.
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des Signaltransduktionswegs, der nach Bindung des






Die VEGF-Familie besteht aus 7 Wachstumsfaktoren, wovon VEGF-C und VEGF-D in Hin-
blick auf ihre Funktionen im Zentralen Nervensystem bisher kaum untersucht sind. VEGF-C
und VEGF-D ähneln sich in Stuktur und Funktion und binden beide an die Rezeptoren
VEGFR-2 und VEGFR-3. Während der Wachstumsfaktor VEGF-A ausschließlich für die Ge-
fäßangiogenese verantwortlich ist, schreibt man VEGF-C und VEGF-D eine induktive Wirkung
in Bezug auf die Lymphangiogenese zu.
Über die Rolle des VEGF-A während der Gehirnentwicklung ist bekannt, dass es neben der
Angiogeneseinduktion auch andere vielfältige Effekte im ZNS aktiviert, wie zum Beispiel die
Chemotaxis und Proliferation in Microgliazellen. Im Gegensatz zu VEGF-A ist bisher erst
wenig über die Funktionen von VEGF-C und insbesondere VEGF-D bekannt. Le Bras et al.
untersuchten im Jahr 2006 Oligodendrozyten-Vorläuferzellen auf ihren Gehalt an VEGF-C
und VEGFR-3. Sie fanden heraus, dass sowohl VEGF-C als auch der Rezeptor VEGFR-3
im embryonalen Gehirn des Xenopus laevis und der Maus produziert wird. Auch die Prolife-
ration von neuralen Progenitorzellen wurde durch die Anwesenheit von VEGF-C/VEGFR-3
erhöht.
Um ein umfassenderes Bild darüber zu bekommen, beschäftigt sich diese Arbeit vorwiegend mit
VEGF-D und VEGFR-3 und deren Vorkommen und Funktionen in Zellen des Zentralen Ner-
vensystems. Beginnend wurden mehrere Zellen, wie z.B. Neuronen, Oligodendrozyen, Microglia-
zellen und Glial precursor cells auf ihren Gehalt an VEGF-D und den Rezeptor untersucht. Die
Untersuchungen ergaben die höchste Expression in den A2B5+- Glial precursor cells (GPC).
Die Glial precursor cells entwickeln sich ebenso wie die Neurone aus den Neuralen Stammzel-
len. Da sie nur ein Zwischenstadium darstellt, nennt man sie auch frühe Progenitorzelle. Aus
ihr entwickeln sich einerseits die Astrozyten, andererseits die Oligodendrozyten, deren Reifung
über die späte Progenitorzelle und den nicht-myelinisierten Oligodendrozyt mit dem myeli-
nisierten Oligodendrozyt abgeschlossen ist. Für die weiteren Experimente wurden die Glial
precursor cells verwendet, da sie ein stabiles Zellmodell repräsentieren.
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Kapitel 5 Zusammenfassung
Um herauszufinden, über welchen Signaltransduktionsweg VEGF-D nach der Bindung an sei-
nen Rezeptor VEGFR-3 die Information weitergeleitet wird, wurden Western Blot-Versuche
durchgeführt, deren Ergebnisse eine Aktivierung des Erk 1/2- Signalkaskade waren. Die funk-
tionellen Studien im Rahmen diser Arbeit umfassten die proliferative und chemotaktischen
Induktion des VEGF-D. Ein deutliche Zunahme der Migrationsfähigkeit, sowie eine signifi-
kante Proliferationssteigerung unter experimentellen Voraussetzungen zeigen, dass VEGF-D
erhebliche Effekte auf die Glial precursor cells hat (Abbildung 5.1).
Abbildung 5.1: Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit: Wirkung von
VEGF-D/VEGFR-3 in Glial precursor cells (GPC)
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